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(57) Abstract 

The invention concerns a novel use qt VIP analogues for preventing and/or treating brain damage in a human foetus, baby or 
infant Said VIP analogue is selected from the group consisting of cyclic VIP analogues and non-cyclic VIP derivatives of 28 amino acids 
comprising in N-terminal position a N-acetyl group, then Glu in position 8 (Glu 8 ), Lys in position 12 (Lys 12 ), polyclonal goat in position 
17 (Nle 17 ), Ala in position 19 (Ala 19 ), XI in position 21, X2 in position 25, Leu in position 26 (Leu 26 ), Lys in position 27 and 28 (Lys 27 
and Lys 28 ), Gly in position 29 and 30 (Gly 29 and Gly 30 ) and Thr in position 31 (Thr 31 ), XI representing Lys (Lys 21 ) or Nle (Nle 21 ) and 
X2 representing Asp (Asp 25 ) or Asn (Asn 25 ). 



(57) Abregl 

Nouvelle utilisation d'analogues du VIP, dans la prevention et/ou le traitement des lesions o£r£brales du foetus, du nouveau-ne' ou 
du jeune nourrisson humains. Ledit analogue du VIP est selectionne* dans le groupe consume 1 par les analogues cycliques du VIP et des 
derives du VIP non cycliques de 28 aminoactdes comprenant en position N-terminale un groupe N-ac&yle, puis Glu en position 8 (Glu 8 ), 
Lys en position 12 (Lys 12 ), norleucine en position 17 (Nle 17 ), Ala en position 19 (Ala 19 ), XI en position 21, X2 en position 25, Leu en 
position 26 (Leu 26 ), Lys en positions 27 et 28 (Lys 27 et Lys 28 ), Gly en positions 29 et 30 (Gly 29 et Gly 30 ) et Thr en position 31 (Thr 31 ), 
XI representant Lys (Lys 21 ) ou Nle (Nle 21 ) et X2 representant Asp (Asp 25 ) ou Asn (Asn 25 ). 
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UTILISATION D'ANALOGUES DU VIP DANS LA PREVENTION ET LE 
TRAJTEMENT DES LESIONS CEREBRALES DU NOUVEAU-NE 
HUMAIN. 

La presente Invention est relative a une nouvelle utilisation 
5 d'analogues du VIP, dans la prevention et/ou le traitement des lesions cere- 
brates du nouveau-n6 humain. 

On entend par « nouveau-ne » au sens de la presente inven- 
tion, aussi bien le foetus, le nouveau-n6 premature ou k terme que le jeune 
nourrisson, 

10 Initialement, le peptide intestinal vasoactif (VIP) a 6te isote et 

purifte, a partir de l'intestin de pore. 

Ce peptide comprend 28 aminoacides : 

HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH 2 (SEQ NO:l) et presente une homo- 

logie importante avec la secretine et le glucagon, 
15 Des neurones contenant du VIP ont €t£ localises par immuno- 

test dans differents tissus : systeme endocrine, systeme exocrine, tissus muscu- 

laires lisses. 

Le VIP presente de nombreuses activity biologiques, notam- 
ment au niveau du tractus gastro-intestinal et du syst&ne circulatoire ; il 
20 presente en particulier une action de relaxation des muscles lisses. II a 6te 
pr6conis6 dans la relaxation des muscles lisses bronchiques et par voie de 
consequence dans le traitement de i'asthme. 

D'autres activites biologiques ont et6 d6crites pour le VIP. En 
particulier, il a ete montr6 (Pierre Gressens et al, J. Clin. Investig., 1997, 100, 2, 
2 5 390-97) que le VIP presente un r&le protecteur contre les lesions excitotoxiques 
induites par l'ibotenate dans le cerveau de souris en developpement 

En effet, ces Auteurs ont montre que les lesions induites chez 
les rongeurs par l'injection d'ibotenate miment certains desordres architectu- 
raux neopalliaux observes en pathologie humaine, h divers stades de la 
30 grossesse. 
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Les lesions du cerveau humain apparaissent chez le nouveau- 
n6 a terme ou premature, g6neralement par manque d'oxyg£ne ; ceci peut 
egalement survenir pendant la grossesse. Ce manque d'oxyg&ne est une cause 
majeure de sequelles neurologiques. 
5 Les differentes lesions qui ont pu Stre observees, sont essen- 

tiellement des lesions du cortex cerebral ou des lesions de la substance 
blanche (prematura). 

Le modele chez la souris obtenu par injection intrac6r6brale 
d'ibotenate reproduit : 
10 - des lesions du cortex cerebral, semblables a celles observes 

chez le foetus humain entre 16 et 25 semaines de grossesse, lorsque l'ibotenate 
est injects le jour de la naissance (Jn), 

- des lesions du cortex c£r6bral semblables aux lesions du 
nouveau-ne humain a terme, lorsque Tinjection d'ibot6nate est effectuee k Jn + 

15 Set 

- des lesions de la substance blanche, semblables aux lesions 
du prematura humain, lorsque l'ibotenate est injecte k Jn + 5. 

De maniere plus precise : 

. la depopulation neuronale sp&zifique dans les couches V et 
20 Via rappelle la microgyrie observe entre 22 et 28 semaines apres la concep- 
tion chez la femme ; 

. les lesions corticales diffuses et les kystes de la substance 
blanche constituent un module de lesions observees en p6riode perinatale chez 
l'&tre humain: leucomalacie periventriculaire du premature et accident 
25 cortico-souscorticai du nouveau-n6 k terme. 

Le module d&zrit ci-dessus, qui constitue un bon module des 
lesions cerebrates du nouveau-n6 k terme ou prematura humain, permet de 
tester des substances qui pourraient presenter un effet de neuro-protection 
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dans le cadre des lesions cerebrales d'origine pre ou perinatales du nouveau- 
n6 premature et a terme. 

P. Gressens et al ont montre, dans 1' article pr&rite, qu'& Jn le 
VIP protege les lesions corticales et qu'a Jn+5, le VIP protege la substance 
5 blanche mais pas les lesions corticales. En effet, il semble que le VIP, injects 
par voie intracerebrale, pr6sente essentiellement une action preventive sur la 
polymicrogyrie et la leucomalacie periventrioilaire. 

Toutefois le VIP a l'inconvenient de n'etre actif que par voie 
intracerebrale et seulement k titre preventif ; cela presente done un intergt 

1 0 limits, pour une utilisation chez le premature ou le nouveau-ne. 

Les Inventeurs se sont en consequence donne pour but de 
pourvoir k des composes qui puissent etre administres par voie g6n6rale 
(parenterale ou orale) et qui puissent avoir aussi bien une action preventive, 
qu'une action curative. 

15 La presente Invention a pour objet Tutilisation d'un analogue 

du VIP pour l'obtention d'un medicament pour la prevention ou le traitement 
des lesions cerebrates du foetus, du nouveau-ne premature ou k terme ou du 
jeune nourrisson humains, ledit analogue du VIP etant selectionn6 dans le 
groupe constitu6 par les analogues cycliques du VIP et des derives du VIP non 

20 cycliques de 28 aminoacides comprenant en position N-terminale un groupe 
N-acetyle, puis Glu en position 8 (Glu 8 ), Lys en position 12 (Lys 12 ), norleucine 
en position 17 (Nle 17 ), Ala en position 19 (Ala 19 ), XI en position 21, X2 en 
position 25, Leu en position 26 (Leu 26 ), Lys en positions 27 et 28 (Lys 27 et 
Lys 28 ), Gly en position 29 et 30 (Gly 29 et Gly 30 ) et Thr en position SlCThr 31 ), XI - 

25 representant Lys (Lys 21 ) ou Nle (Nle 21 ) et X2 representant Asp (Asp 25 ) ou Asn 
(Asn 25 ). 

Un certain nombre de ces analogues cycliques du VIP ont 
notamment 6t6 decrits dans la Demande de Brevet Europeen 0 536 741 
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(HOFFMAN-LAROCHE). Un analogue cyclique du VIP est un peptide dans 
lequel la chaine laterale d'un des acides amines dudit peptide est attache, de 
rnaniere covalente, a la chaine laterale d'un autre acide amine dudit peptide. 
Plus de 70 analogues cycliques du VIP sont decrits dans cette Demande de 
5 Brevet europeen n° 0 536 741. 

II a ete montre qu'ils ont une action interessante sur la relaxa- 
tion du muscle lisse tracheo-bronchial et qu l en outre, ils presentent une 
biodisponibilite significativement amelioree par rapport au VIP. En outre, ils 
ne pr6sentent pas d'effets indesirables cardiovasculaires. 

10 Les Inventeurs ont trouve, de maniere surprenante, que ces 

diff6rents analogues du VIP ont aussi bien un effet protecteur que curatif sur 
les lesions cerebrates xnimant les lesions observees chez le nouveau-ne k terme 
ou chez le premature, de preference chez le premature et qu'ils pouvaient dtre 
admiriistres par voie syst6mique (voie parenterale ou voie orale, par exemple), 

1 5 car ils passent eff ectivement la barri6re hematoencephalique. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, ledit 
analogue de VIP cyclique presente de preference Tune des sequences 
suivantes : 

Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNleAAK yfLND LKKGGT-NH 2 (SEQ ID NO:2) 
20 Ac-HSDAVFTENYTKLRKRNleAAKKYLNIOCKG6T-NH2 (SEQ ID NO:3) 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, 
1' analogue du VIP non cyclique selon l'invention presente de preference Tune 
des sequences suivantes : 

Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNleAAKKYLNDLKKGGT-NH 2 (SEQ ID NO:4) 
2 5 Ac-HS DAVFTEN YTKLRKQNleAAKNle YLNNLKKGGT^NH 2 (SEQ ID NO:5) 

Alors que le VIP injecte par voie intrac6r£brale protege le 
cerveau de la souris contre les lesions induites par 1'ibotenate au niveau du 
cortex cerebral k Jn et de la substance blanche a Jn + 5, les diff 6rents analogues 
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VIP protegent par voie systemique (voie intraperitoneale dans le cas de la 
souris), de maniere significative, la substance blanche a Jn + 5 et le cortex k Jn. 

De maniere surprenante, ces effets a Jn + 5 s'observent si les 
analogues du VTP sont administres dans les 8 a 12 heures apres I'injection 
5 d'ibotSnate, ce qui signifie qu ! ils peuvent etre utilises en traitement curatif . 

De maniere surprenante, les Inventeurs ont trouv6 que de tels 
derives protegent le cerveau en developpement, surtout la substance blanche, 
contre des lesions cerebrates ressemblant aux lesions du nouveau-n£ prema- 
ture, et dans une moindre mesure du nouveau-ne a terme ou k certaines 
1 0 lesions ischemiques touchant le cerveau foetal. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, 
ledit analogue de VIP est destine a §tre administr6 a une dose unitaire 
comprise entre 2 k5 mg/kg, de preference de 4 mg/kg par voie parenterale 
ou par voie orale. 

15 Outre les dispositions qui pr6c6dent, Y invention comprend 

encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, 
qui se ref&re k des exemples de mise en oeuvre du proc£d6 objet de la pr6sente 
invention ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre les resultats comparatifs obtenus avec le 
20 VTP (SEQ ID NO:l) et deux VIP cycliques respectivement de SEQ ID NO:2 et 

SEQ ID NO:3, sur la taille des lesions corticales en fim, lorsque l'ibotenate est 
administr6 k Jn ; 

- les figures 2 et 3 illustrent 1'effet du VIP cyclique de SEQ ID 
NO:2 sur les lesions corticales et sur les lesions de substance blanche, cinq 

25 jours apr6s la naissance (Jn+5) ; les injections sont effectuees soit par voie 
intrac6r6brale, soit par voie intraperitoneale, simultanSment ou apr&s 
Tinjection d'ibot6nate ; 

- les figures 4 et 5 correspondent k une etude compar&e des 
effets des analogues de VIP cyclique de SEQ ID NO:2 et de SEQ ID NO:3 
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administres par voie intraperiton6aie par rapport au VIP injects par voie 
intracer^brale a Jn+5 : effets sur les lesions corticales (figure 4) et effets sur les 
lesions de substance blanche (figure 5). 

Dans 1' ensemble de ces figures : * = p<0,05, ** = p<0,01 
5 (ANOVA + test de comparaison multiple de Dunnett par rapport aux 
contrdles (ibotenate seul)). 

II doit &tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont 
donnes uniquement a titre d'illustration de l'objet de l'invention, dont Us ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 
10 EXEMPLE : 

Les souris sont prepares comme decrit dans / Clin. Investig. 

precite. 

Le VIP est injecte par voie intracerebral a raison de 1 p,g 
(dose par animal) et les VIP cycliques ont 6te inject^s par voie intrap^ritoneale 
15 & raison de 10 jig (dose par animal). 

On observe : 

- & Jn/ c'est-^-dire le jour de la naissance, une diminution 
significative de la taille des lesions corticales, exprim^es en urn, lorsque l'ibo- 
tenate est adniinistre en m§me temps que le VIP ou l'un des analogues 

2 0 cycliques du VIP ; 

- k Jn+5, une diminution de la taille des lesions de substance 
blanche significative aussi bien apr^s injection par voie intracer6brale que par 
voie intraperiton£ale de 1'analogue cyclique du VIP de SEQ ID NO:2 (figure 
2), alors que la diminution de la taille des lesions corticales, exprimee en fim 

2 5 (figure 3) n'est significative que lorsque 1'analogue cyclique du VIP de SEQ ID 
NO:2 est admirustr^ par voie parenterale. 

La figure 2 montre egalement que le VIP administr6 par voie 
intrap6riton6ale ne presente aucune activity sur les lesions de substance 
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blanche, alors qu'aux memes doses I'analogue cyclique du VIP de SEQ ID 
NO:2 presente une activite significative. 

Ces r^sultats montrent un effet particulierement significatif du 
VIP cyclique de SEQ ID NO:2 dans la neuroprotection de la substance 
5 blanche. 

Ces resultats sont particulierement interessants du fait qu'un 
tel module reproduit les lesions du premature humain. 

Les figures 4 et 5 montrent que I'analogue cyclique du VTP de 
SEQ ID NO:2, injecte par voie intracerebral ou par voie intrap^ritoneale, 
10 protege significativement la substance blanche et assure une certaine protec- 
tion du cortex cerebral, surtout en intraperitoneale, k Jn+5. 

Ces effets k Jn+5 s'observent si T analogue cyclique du VIP de 
SEQ ID NO:2 est administr6 dans les 8 k 12 premieres heures apr6s Tinjection 
d'ibotenate ; ceci signifie qu'on dispose chez l'homme d'un delai de 12 heures 
15 pour agir en cas de lesion cer6brale. Le traitement dans ce laps de temps est 
important. 

Ces r&ultats montrent 6galement que I'analogue cyclique de 
VIP de SEQ ID NO:3, injects par voie intrap6riton6ale, reproduit les effets 
neuroprotecteurs de I'analogue cyclique de VIP de SEQ ID NO:2, tant au 

2 0 niveau du cortex k Jn que de la substance blanche k Jn+5. 

U ensemble de ces resultats montrant que I'analogue cyclique 
de VIP de SEQ ID NO:2 et son derive, I'analogue cyclique de VIP de SEQ ID 
NO:3 poss&dent des propri6tes anti-excitotoxiques permettant, dans un 
modele animal in vivo, de proteger le cerveau en d^veloppement (surtout la 

25 substance blanche) contre des lesions c6r6brales ressemblant aux lesions du 
nouveau-ne prematura ou k certaines lesions ischemiques touchant le cerveau 
foetal. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr£c£de, 1' invention ne se 
limite nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et 
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d'application qui viennent d'etre decrits de faqon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir k l'esprit du 
technicien en la mattere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la pr^sente 
invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Utilisation d'un analogue du VIP selectionn6 dans le 
groupe constitue par les analogues cycliques du VIP et des derives du VIP non 
cycliques de 28 aminoacides comprenant en position N-terminale un groupe 
5 N-acetyle, puis Glu en position 8 (Glu 8 ), Lys en position 12 (Lys 12 ), norleucine 
en position 17 (Nle 17 ), Ala en position 19 (Ala 19 ), XI en position 21, X2 en 
position 25, Leu en position 26 (Leu 26 ), Lys en positions 27 et 28 (Lys 27 et 
Lys 28 ), Gly en position 29 et 30 (Gly 29 et Gly 30 ) et Thr en position 31(Thr 31 ), XI 
representant Lys (Lys 21 ) ou Nle (Nle 21 ) et X2 representant Asp (Asp 25 ) ou Asn 
10 (Asn 25 ), pour l'obtention d'un medicament pour la prevention ou le traitement 
des lesions cerebrales du foetus, du nouveau-ne prematura ou k terme ou du 
jeune nourrisson humains. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que 
ledit analogue de VIP est destine k etre administre par voie systemique. 
15 3°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 

2, caract6ris6e en ce que ledit analogue de VIP cyclique presente de preference 
Tune des sequences suivantes : 

Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNleAAK prLNp LKKGGT-NH 2 (SEQ ID NO:2) 
Ac-HSDAVFTENYTKLRK^leMK ^LND LKKGGT-NHa (SEQ ID NO:3) 
20 4°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 

2, caracterisee en ce que 1'analogue du VIP non cyclique pr6sente de 
preference Tune des sequences suivantes : 

Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNleAAKKYLNDLKKGGT-NH 2 (SEQ ID NO:4) ^ t f 
Ac-HSDAVFTENYTKLRKQNleAAKNleYLNNLKKGGT-NH 2 (SEQIDNO:5) 
25 5°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 

prec6dentes, caracterisee en ce que dans le traitement des lesions cerebrates de 
la substance blanche du nouveau-ne humain premature, ledit medicament est 
destine k dtre administre dans les 8 k 12 heures apr£s I'apparition desdites 
lesions. 
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6°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
pr6c6dentes, caract&isee en ce que ledit medicament est destine k §tre 
administre k une dose unitaire comprise entre 2 a 5 mg/kg, de preference de 4 
mg/kg, par voie parenterale ou par voie orale. 
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